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(S) Proced6 d'obtention et malntien d'une culture cellulaire viable, infectee par un virus assocJ6 a la sclerose en 
plaques, et produfts blologiques derives de ladlte culture. 

\57) La presents invention a pour objet un precede pour la 
cUlture in vitro de cellules infectees par un virus associe a 
la sclerose en plaques, et ies lignees cellulaires infectees . 
ainsi obtenues. 

Selon Tinvention, le procede consiste a: 1 

a) cultiver des cellules humaines infectees par une sou- , 
che virale, pour obtenir au moins une culture de cellules 
primaires infectees par ladite souche virale, 

b) cultiver des cellules humaines non infectees et per- 
missives a ladite souche virale, pour obtenir au moins une 
culture permissive, 

c) co-cultrver au moins un prelevement d'une culture de 
cellules primaires infectees et un prelevement de la culture 
permissive, pour obtenir une premiere culture derivee in- 
fectee, 

d) cultiver en serie la premiere culture derivee infectee. 
L invention trouve notamment application dans le do- 

maine de I'industrie diagnostique pharmaceutique. 
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1 

Procede d'obtention et maintien d'une culture 
cellulaire viable, infectee par un virus associe 
a la sclerose en plaques, et produits biologiques 
derives de ladite culture 

5 La presente invention a trait £ l'obtention et au 

maintien d'une culture ou lignee cellulaire viable, 
infectee par le virus associe k la sclerose en plagues 
(SEP). Une telle culture prSsente en effet I'int&rdt de 
constituer un materiel biologique, exprimant l 1 activity du 

10 virus associe a la SEP, et pouvant de ce fait servir Sl 
differentes fins exper imentales , notamment a des tests 
d f identification et caracterisation du virus, mais aussi 
des fins cliniques ou therapeutiques . 

Par "culture viable", on entend toute culture 

15 maintenant en vie les cellules infectees, de manidre a 
exprimer le virus associe a la SEP, et pr^servant le 
pouvoir mitotique desdites cellules, notamment lors d'une 
culture par passages successifs de ces dernier es. 

La presente invention a pour objet un procede pour 

20 la culture in vitro de cellules infectees par un virus 
present chez des individus atteints de sclerose en plaques 
et les lignees cellulaires infectees ainsi obtenues. 

La sclerose en plaques (SEP) est une maladie 
demyelinisante du systdme nerveux central (SNC) que l'on 

25 suspecte depuis plusieurs annees etre associee 3 un virus, 
bien que 1' agent causal n'ait pas encore ete determine 
avec certitude. 

De nombreux travaux ont 6tay6 cette hypothdse 
d'une etiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 

3 0 connus testes ne s'est avere etre l 1 agent causal 
recherche. 

Par la suite, 1 • observation chez des patients 
atteints de sclerose en plaques de phenom&nes assimilables 
3. une reaction d 1 auto- immunity a conduit Sl line hypothSse 
35 etiologique auto- immune "essentielle" (Lisak R.P., Zweiman 
B. New Engl. J. Med. 1977; 297, 850-853, et Lassmann H. et 



2689521 



Wisniewski H.M. Arch. Neurol. 1979; 36, 490-497). 
Cependant, cette auto- immunity dirigee contre certains 
composants du systSme nerveux central s'est r6v616e peu 
specifique de la SEP et frequente dans des inflammations 
5 du SNC, associees ou non a une infection, comme cela a et6 
montre par Hirayama M. et al. (Neurology 1986 ; 36, 276-8) 
Kenneth G» Warren et al. (Annals of Neurology 1986 ; 20, 
20-25) , Suzumura A. et al. (Journal of Neuro immunology 
1986 ; 11, 137-47) et Tourtelotte W. et al. (Journal of 

10 Neurochemistry 1986 ; 46, 1086-93). De plus, comme l'a 
fait remarquer E.J. Field (The Lancet 1989 ; 1, 1272) , 
aucune des thSrapeutiques immunosuppressives n'a permis 
d'obtenir des rfesultats d€cisifs contre la SEP. 

Une hypoth&se a ete emise selon laquelle un 

15 retrovirus serait S I'origine de la maladie. La decouverte 
par A. Gessain et al. (J. Infect. Disease 1988 ; 1226- 
1234) , de syndromes neurologiques associes au virus HTLV— 
1, connu a I'origine comme agent de leuc&nies T de 
l'adulte, a conduit de nombreux auteurs tels que H. 

20 Koprowski et al. (Nature 1985 ; 318, 154), M. Ohta et al. 
(J. Immunol. 1986 ; 137, 3440), E.P. Reddy et al. (Science 
1989 ; 243, 529), S.J. Greenberg et al. (Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 1989 ; 86, 2878), J.H. Richardson et al. (Science 
1989 ; 246, 821), S.L. Hauser et al. (Nature 1986 ; 322, 

25 176) et A. Karpas et al. (Nature 1986 ; 322, 177), a 
rechercher une implication de ce retrovirus humain dans la 
SEP, cependant sans succ&s ou avec des rSsultats Svoquant 
des reactions crois£es. 

II existe par ailleurs un module animal trSs 

30 proche de la SEP, induit par un retrovirus : le virus 
MAEDI— VISNA du mouton. II est connu que l 1 infection 
naturelle par ce virus provoque une maladie ovine proche 
de la SEP, comme le rapportent Johnson R.T. (Rev. Infect. 
Dis. 1985 ; 7, 66-67), Narayan O. et Cork L.C. (Rev. 

35 Infect. Dis. 1985 ; 7, 89-98) et Nathanson N. et al. (Rev. 
Infect. Dis. 1985 ; 7, 75-82). L 1 infection experimentale 
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de moutons par inoculation intra-ventriculaire de souches 
neurovirulentes du virus VISNA a permis d'etablir la 
responsabilite de ce virus dans la genese de cette 
infection demyelinisante du mouton. Comme 1 1 expliquent 
5 Nathanson N. et al. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 7, 75-82) , 
Hoffman P.M. et Panitch. H.S. ("Handbook of Clinical 
Neurology, 12 ; Viral diseases" R.R. Mc Kendall, ed. , 
Elsevier Science Publishing, Amsterdam, 1989, 453-466) et 
A. Haase (Mature 1986 ; 322, 130-136), elle diffSre 

10 quelque peu de 1' infection naturelle, mais reste nSanmoins 
proche de la SEP* II est par ailleurs intSressant de noter 
que dans 1* ensemble des travaux effectues sur ce sujet par 
les auteurs precites, le virus Visna est retrouvS dans 
les cellules de plexus choroldes du cerveau des moutons 

15 infectes, qui constituent un site de latence et de 
replication occasionnelle du provirus Visna ; la 
localisation de ces cellules a 1' interface sang/liquide 
cephalo-rachidien expliquant certainement ce phenom&ne. 

Tous ces resultats plaident en faveur du rdle dans 

20 la SEP d'un retrovirus inconnu. 

Rfecemment, les travaux de H. PERRON et al. (Res. 
Virol. 1989 ; 140, 551-561 dans "Current concepts in 
multiple sclerosis" Wiethdlter et al., eds. Amsterdam, 
Elsevier, 1991, p. 111-116 et The Lancet 1991 ; 337, 862- 

25 863) ont permis, S partir d»une ponction lombaire de 
liquide cSphalo-rachidien d'un patient souffrant de SEP, 
d'isoler une lignee de cellules non lympholdes et de 
mettre en evidence la presence d'un virus, pr^sentant les 
caracteristiques d'un retrovirus et montrant en 

30 particulier une activity transcriptase inverse, dans le 
surnageant des cultures des cellules de cette lignee. 
L 1 etude au microscope §lectronique des cellules de cette 
lignee a permis de mettre en evidence des particules 
virales d'un diamStre compris environ entre 110 et 140 nm, 

35 la taille des particules variant selon qu'il s'agit de 
particules matures ou immatures. Par ailleurs, une etude 
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serologique, selon la technique ELISA, utilisant un 
extrait cellulaire des cellules infect§es de cette lign^e, 
a permis de montrer, avec 40 serums de patients parmi 
lesquels 20 sont atteints de SEP (SEP certaine) et 20 sont 
5 des malades presumes (SEP probable) , 60 % de result ats 
positifs. Une etude comparative avec 40 serums de patients 
atteints d f autres maladies neurologiques que la SEP n'a 
donne que 5 % de resultats positifs. Cette lignee, que les 
auteurs ont denomm4e LM7, est clonale et non- immortelle, 

10 et son etude immunocytochimique et ultrastructurale a 
permis de caractSriser son origine lept omeningee . 

Ce virus s'est avere cependant tres difficile k 
§tudier, du fait que d , une part il s'exprime tr&s 
faiblement, in vitro, dans la lign6e cellulaire primaire 

15 d 1 origine leptom6ning€e, et que d 1 autre part cette lignSe 
cellulaire degenere assez rapidement apres une trentaine 
de passages par extinction de son pouvoir mitotique, de 
sorte qu'elle ne permet plus l 1 expression virale. 

Aussi, les auteurs ont envisage une nouvelle 

20 approche (H. Perron et al. # The Lancet, vol. 337, 862-863, 
(1991)), qui consiste & prfelever un echantillon sanguin 
chez un patient atteint de SEP, k effectuer une culture de 
monocytes et a recueillir le surnageant pour verifier 
l v expression d'une activity transcriptase inverse, soit 

25 directement dans le culot d f ultracentrifugation, soit 
apres sedimentation a I'gquilibre sur gradient de 
saccharose. II a ainsi 6t6 montrS un pic d" activity 
transcriptase inverse dans le surnageant chez les patients 
atteints de SEP et que cette activity est retrouvSe dans 

30 la fraction de density 1,17 g/ml environ. Une dtude au 
microscope Slectronique des cellules infectees a permis de 
mettre en evidence des particules semblables & des 
retrovirus de 100 a 120 nm, qui sont retrouv£es dans les 
culots d 1 ultracentrifugation de sumageants de cultures 

35 exprimant une activite transcriptase inverse elev&e. 
Cependant, comme expliqu£ par les auteurs, un effet 
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cytopathique a 4t4 observe dans les cellules de sang de 
cordon infectSes mais n'est plus detectable , de sorte que 
ce mode de culture n'est pas satisfaisant pour une etude 
approfondie des caractSristiques de ce virus. Les culots 
5 de centrifugation contenant des debris cellulaires et 
potentiellement des particules virales ont ensuite 6tS 
cultives sur des cellules du sang de cordon/ pour la mise 
en Evidence d'une expression virale. 

II est done indispensable de disposer d f un procede 

10 pour la culture in vitro de cellules infectSes par un 
virus associe & la sclerose en plaques, un tel procede 
n f 6tant pas disponible & ce jour. 

Les inventeurs ont tout d'abord §mis et vSrifi£ 
l'hypothese que des cellules de plexus choroides humains 

15 pourraient etre des cellules permissives au virus retrouvd 
cbez des patients atteints de SEP. Sur la base de cette 
dfecouverte des proprietfes des cellules de plexus choroides 
humains, les presents inventeurs ont developpe un procede 
de culture in vitro de cellules infect€es par un virus 

20 associS a la SEP et ont montrS que ledit proc6d6 permet 
l'obtention de lignees cellulaires infect€es assurant une 
bonne replication et expression du virus. 

Le procede selon 1* invention consiste Sl : 

* cultiver des cellules humaines infect^es par une 
25 souche virale associee & la SEP, pour obtenir au mo ins une 

culture de cellules prima ires infectSes par ladite souche 
virale, 

* cultiver des cellules humaines permissives, 
pr^ferentiellement des cellules de plexus choroides 

30 humains non infectfees, pouvant s'infecter et rSpliquer 
ladite souche virale pour obtenir au moins tine culture 
permissive , 

* cocultiver au moins un prSldvement d'une culture 
de cellules primaires infectdes et un prSldvement d'une 

35 culture permissive, pour obtenir une premi&re culture 
derivee infectSe par unedite souche virale , 
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* cultiver en serie, c 1 est-S-dire par repiquages 
successifs, la premidre culture d§riv6e infectee ; a cette 
fin, on repete au cours du temps l'etape consist ant a 
cocultiver, par exemple pendant 5 S 8 jours, un nouveau 
5 prel&vement d'une culture permisssive non infectee et un 
pr&l&vement de la premiere culture d&rivee infectee, ou 
d'une sous-culture de cette derniSre, pour obtenir une 
nouvelle sous-culture de la mSme premiere culture d6riv6e 
infectee, constituant une culture virale viable. 

10 Aussi, selon l 1 invention, le procede consiste tout 

d'abord a effectuer une culture de cellules de plexus 
choroxdes humains , dans un milieu de culture approprie, 
comprenant au moins des acides amines, des facteurs 
vitaminiques , des sels inorganiques et du glucose, 

15 respectivement a des concentrations ponderales totales 
comprises entre 400 et 2250 mg/1, 3,5 et 130 mg/1, 9100 et 
13000 mg/1, et 1000 et 6000 mg/1; puis Sl mettre en contact 
lesdites cellules de plexus choroides ainsi cultivees, 
dans leur milieu de culture, avec des cellules primaires 

20 infectees par le virus ou un surnageant de culture 
contenant le virus, ou avec des cellules derivees desdites 
cellules infect&es, dans des conditions determinees 
permettant la propagation du virus des cellules infectees 
aux cellules cultivSes, sa replication et son expression. 

25 Un milieu de culture bien adapte au proc£d6 d^crit 

pr^cedemment comprend : 

- entre 400 et 2250 mg/1 d 1 acides amines 

- entre 3,5 et 130 mg/1 de vitamines 

- entre 9100 et 13000 mg/1 de sels inorganiques 
30 - entre 1000 et 6000 mg/1 de glucose 

- et eventuellement, au moins un facteur de 
croissance choisi parmi EC6F et FGF basique. 

Plus particuliSrement, et a titre d f exemple non 
limitatif, le milieu de culture ou de coculture comprend 
35 les constituants suivants: 



2689521 
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un ou plusieurs acides canines choisis parmi les composes 
suivants, a savoir : 

- arginine: 100 a 500 mg/l # de preference 100 a 300 mg/1 

- cysteine et/ou cystine: 25 a 300 mg/1, de preference 
cystine: 25 el 100mg/l 

- glutamine: 200 a 1000 mg/1, de preference 200 a 
500 mg/1 

- histidine : 5 i 50 mg/1, de preference 5 a 20 mg/1 

- isoleucine : 20 a 100 mg/1, de preference 20 a 60 mg/1 

- leucine : 20 a 100 mg/1, de preference 20 a 60 mg/1 

- lysine : 20 a 100 mg/1, de preference 20 a 80 mg/1 

- methionine : 5 a 50 mg/1, de preference 5 a 30 mg/1 

- phenylalanine : 10 a 70 mg/1, de preference 10 a 
50 mg/1 

- threonine : 15 a 100 mg/1, de preference 15 a 60 mg/1 

- tryptophane : 2 a 30 mg/1, de preference 2 a 25 mg/1 

- tyrosine : 10 a 70 mg/1, de preference 10 a 50 mg/1 

- valine : 10 a 80 mg/1, de preference 10 a 60 mg/1 

tine ou plusieurs vitamines choisies parmi les composes 
suivants : 

- panthothenate : 0,15 a 5 mg/1, de preference sel de 
calcium : 0,15 a 2 mg/1 

- choline : 0,5 a 10 mg/1, de preference sel de 
chlorure : 0,5 a 5 mg/1 

- acide folique : 0,5 a 10 mg/1, de preference 0,5 a 
5 mg/1 

- inositol : 1 a 70 mg/1, de preference 1 a 50 mg/1 

- nicotinamide et/ou niacinamide : 0,5 a 10 mg/1, de 
preference nicotinamide : 0,5 a 5 mg/1 

- pyrridoxine et/ou pyrridoxal : 0,5 a 10 mg/1, de 
preference pyrridoxine-HCl : 0,5 a 5 mg/1 

- riboflavine : 0,05 a 1 mg/1, de preference 0,05 a 
0,5 mg/1 

- thiamine : 0,5 a 10 mg/1, de preference 0,5 a 5 mg/1 
tin ou plusieurs sels inorganiques choisis parmi les 
composes suivants, a savoir : 
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- sels de calcium : 100 £ 200 mg/l, de preference CaC12 
anhydre 

- chlorure de potassium : 350 a 450 mg/l 

- sels de magnesium : 40 a 60 mg/l, de preference MgS0 4 

5 anhydre 

- chlorure de sodium : 6.000 4 8.000 mg/l 

- sels de HC0 3 : 2.000 k 3.000 mg/l, de preference 
NaHC0 3 

- sels de HPO4 : 600 a. 1.000 mg/l, de preference Na2HP04 

10 anhydre 

- et du glucose : 1.000 a 6.000 mg/l, de preference D- 
glucose • 

Avantageusement, les acides amines sont choisis 
parmi ceux de la serie nature lie L. 

15 Le milieu peut egalement comprendre au mo ins un 

antibiotique, de preference un m&lange de pfinicilline et 
de streptomycine, et si souhaite de la clindamycine pour 
empecher les contaminations mycoplasmiques . 

Selon un mode de realisation de 1' invention, le 

20 milieu comprend de plus au mo ins un facteur de croissance 
choisi parmi ECGF ("Endothelial Cell Growth Factor") 
denomme ggalement FGF acide, et FGF basique ("Fibroblast 
Growth Factor") , dans des proportions variables que 
l'homme du metier peut determiner el partir de ses 

25 connaissances gen^rales des cultures cellulaires et des 
produits gu'il a a sa disposition. A titre d'exemple, la 
concentration du facteur de croissance est comprise entre 
1 et 50 fig par litre du milieu de culture , en presence 
d'heparine entre 50 et 150 Avantageusement, le 

30 facteur de croissance choisi est ECGF i. une concentration 
de 10 Mg/l, en presence d'heparine comme precedemment. 

Dans un mode de realisation particulier de 
l 1 invention, les cellules permissives de plexus choroldes 
humains avant mise en culture sont des cellules non 

3 5 inf ectSes . 
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Selon un mode particulier de realisation de 
l 1 invention, la culture des cellules primaires infectees, 
la premiere culture deriv€e infectee, ou toute sous- 
culture de cette derniSre, avant mise en contact avec les 
5 cellules permissives cultivees, sont prealablement 
traitSes par irradiation, par exemple par irradiation par 
des rayons X. 

Selon un mode prefer^ d' execution de l 1 invention, 
on obtient plusieurs cultures de cellules primaires 

10 infectees par des souches virales ou isolats de SEP 
respectivement differents, et la premiere coculture est 
effectuee par coculture d'un preievement de la culture 
permissive et de plusieurs prel&vements de cultures de 
cellules primaires ou de sous-cultures respectivement 

15 differentes. On obtient ainsi dans la culture cellulaire 
viable un melange de souches virales permettant une 
recombinaison inter-souches , la complementation eventuelle 
de genomes defectifs et I 1 Emergence de souches recombinees 
dont 1 1 adaptability 4 certains critSres peut etre 

20 fortement accrue. Cela permet aussi d'obtenir des souches 
hautement adaptees a la culture in vitro, ou d'obtenir des 
souches rSplicatives & partir de souches defectives. 

Le terme "cellules infectees" tel qu 1 utilise dans 
la presente invention fait reference: 

25 i) a des cellules primaires infectees, obtenues a 

partir d'une culture de cellules directement issues d'un 
preidvement de tissus ou de f luides biologiques in vivo ou 
post-mortem chez un individu infecte, ainsi qu^ux 
cellules derivees obtenues par passages success if s de ces 

30 cellules primaires, et 

ii) aux cellules secondaires infectees obtenues 
par co-culture de cellules primaires infectees et de 
cellules permissives, ainsi qu*aux cellules derivees 
obtenues par passages de ces cellules secondaires. 

35 Par "cellules primaires", on entend des cellules 

ou cultures provenant directement d'un preievement de 
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tissus ou de fluides biologiques, et passees en culture 
sans aucune co-culture , ni aucune inoculation de s ouches 
virales issues d'autres cellules, pour autant que ces 
cellules dites prima ires ne manifestent pas un potentiel 
de proliferation anormal (immortalisation ou 

transformation) . 

Les cellules infectees prelevees in vivo ou 
post-mortem peuvent etre toutes cellules infectees par le 
virus, par exemple des cellules leptomeningees isolees du 
liquide cepha 1 orach id ien d'un patient (H. Perron et al.. 
Res. Biol-, 140, 551-561 (1989)), des cellules myfeloides 
trouvees dans le sang, dans le liquide cephal orach id ien, 
dans les tissus ou dans la moelle osseuse, en particulier 
des macrophages ou monocytes (H. Perron et al., The 
Lancet, vol. 337, 862-863, 10 avril 1991), et notamment 
des lymphocytes (S.A. Haahr et al., The Lancet, vol. 337, 
863-864, 6 avril 1991) ou analogues. 

Le terme "macrophage (s) 11 fait reference a des 
cellules d€rivant directement de monocytes sanguins, & des 
cellules residant dans les tissus (microgliocytes, 
cellules de Ktipf er) , et 3. des cellules du syst&me reticulo 
endothelial, notamment les cellules de Langerhans. 

Les cellules permissives sont des cellules qui 
peuvent s'infecter et permettre la replication d f un virus 
donnS, avec production de particules virales 
extra-cellulaires que l'on peut etudier, notamment pour 
leur activite transcriptase inverse dans les surnageants. 

Le terme "passage" refSre Si une culture cellulaire 
en serie, et correspond & la dissociation de cellules d'un 
flacon de culture, pour les transferer dans un ou 
plusieurs nouveaux flacons. 

II est bien connu des specialistes que des 
modifications spontanees ou induites peuvent survenir dans 
le caryotype pendant le stockage ou les passages. Ainsi 
des cellules d£riv£es d'une lign£e cellulaire de reference 
peuvent ne pas etre precisemment identiques aux cultures 
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ou cellules d'origine. De meme la variability genetique 
des retrovirus est bien connue, et une souche retrovirale 
donnee peut modifier ses caracteristiques par des 
mutations spontanees ou induites au cours des cultures. 

L ' invention sera mieux comprise a la lecture de la 
description detaillee qui va suivre, faite en reference 
aux figures annexees dans lesquelles : 

- la Figure 1, represente la cinetique de 
l'activite transcriptase inverse, en des integrations par 
minute pour 10 6 cellules en fonction du nombre de 
passages, detectee dans le surnageant d'une culture de 
cellules de plexus choroides humains referencees 
LM 711 PC, infectees par co-culture avec des cellules 
leptomeningees elles-memes infectees par le virus LM7, et 
comparaison avec l'activite transcriptase inverse detectee 
dans des cellules de plexus choroides humains non 
infectees, prelevees post-mortem chez un patient et 
n'ayant pas ete co-cultivees ; 

- la Figure 2, represente l'activite transcriptase 
inverse de particules sedimentant a une densite connue 
pour les retrovirus; en ordonnees est represents le nombre 
de disintegrations par minute, teste sur 20 /il preleves 
dans chaque fraction, et en abscisses est representee la 
fraction par son numero. 

Exemple l s Preparation in vitro d»une culture de 
cellules primaires infectees par un virus present chez un 
patient atteint de SEP. 

Les methodes pour preparer des cultures primaires 
a partir de cellules primaires infectees, par exemple des 
cellules leptomeningees, des monocytes ou des lymphocytes, 
et les conditions pour leur croissance in vitro sont 
connues de l'homme du metier (voir references ci-dessus) . 
Un autre candidat pour preparer une culture de cellules 
primaires infectees est represente par les cellules de 
plexus choroldes. Les cellules de plexus choroldes sont 
mises en culture selon les techniques classiques, apres 
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explantation de plexus choroldes humains obtenus post 
mortem. La piece anatomique pre levee sterilement est 
delicatement dilaceree avec des pinces et placee dans une 
solution de trypsine pendant guelgues minutes Sl environ 
5 37 °C. Les fragments tissulaires sont recueillis apres 
centrifugation §. basse vitesse (500 tpm) et le surnageant 
est recentrifuge Sl 1600 tpm pendant 5 a 10 minutes. Le 
culot est repris dans des milieux de culture et place dans 
un flacon oil seules les cellules adherentes se 
10 maintiendront apr&s changement du milieu. 

Exemple 2 : Preparation d'une culture de cellules 
permissives a un virus present chez des patients atteints 
de SEP. 

15 Culture de cellules de plexus choroxdes 

Des cellules de plexus choroides non infectSes 
obtenues apres explantation post mortem de plexus 
choroides humains sont cultiv&es dans un milieu RPMI 1640 
(commercialism par Boehringer Mannheim) comprenant : de la 

20 penicilline (200.000 U/ 1) , de la streptomycine (200mg/l) , 
de la clindamycine (75 mg/1) , de la L-glutamine (6 mM/1) , 
du pyruvate 1%, du s6rum, de preference du s6rum de veau 
foetal 20 a 30% decomplement€ par incubation a 56 °C 
pendant 30 minutes, et des acides amines non essentiels 1% 

25 (Boehringer Mannheim MEM. A. A.N. E. lOOx ref:210293). Avan- 
tageusement, le milieu de culture comprend de plus un 
facteur de croissance tel que le facteur de croissance de 
cellules endotheliales (ECGF) associe a de 1'hSparine 
(BOEHRINGER ref. 1/79/87 : ECGF environ 1 Sl 20ng/ml 

3 0 comprenant de l'hfeparine 50-150/xg/ml) . 

Exemple 3 : Coculture d'une lignee cellulaire 
primaire infectee par un virus present chez un patient 
atteint de SEP et de cellules permissives au virus. 

35 Des cellules d f une culture de cellules primaires 

infectees, comme d§crit dans I 1 exemple 1 par un virus 
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present chez un individu atteint de SEP, par exemple le 
virus LM7, identifie dans le preambule de la pr&sente 
description, sont dissociees de leur flacon de culture, 
les cellules viables adherant au fond du flacon, puis 
5 reprises dans un milieu de culture approprie & la 
coculture, c f est-&-dire le milieu de culture des cellules 
de plexus choroldes, selon l f exemple 2. Paralieiement, les 
cellules de plexus chorolde non infectees sont dissociees 
de leur milieu de culture deer it dans 1' exemple 2, dans 
10 une solution de trypsine-EDTA. Les cellules sont ensuite 
centrifugees et resuspendues dans leur milieu de culture 
et sont rajoutSes au flacon de la culture cellulaire 
infectee. Le flacon est place dans une etuve a CO2 et on 

laisse les cellules de plexus choroldes adherer et 
15 prolifferer au fond du flacon, contenant deja les cellules 
infectees, pendant 24 H. Le milieu est change aprds 24 H 
et le melange de cellules adherentes est laisse dans 
l 1 6tuve a CO2/ jusqu'S. ce que la proliferation cellulaire 

produise tine couche confluente, c'est-S-dire Tin tapis de 

20 cellules adherentes. A ce stade, les cellules sont 
maintenues encore 5 a 7 jours pour assurer le transfert du 
virus des cellules infectees aux cellules de plexus 
choroldes. La culture cellulaire est ensuite dfedoublee et 
passee dans deux nouveaux flacons qui sont chacun 

25 r§ensemenc6s avec les cellules de plexus choroldes 
dissociees en suspension. Ces nouvelles cultures sont 
soumises aux m§mes conditions que decrites ci-dessus pour 
1* adhesion et la proliferation des cellules, le transfert, 
l 1 expression et la replication du virus. Les cultures de 

30 cellules sont ensuite dedoubiees regulierement et passees 
aussi longtemps que le potentiel mitotique des cellules 
permissives le permet. Ces cellules qui hebergent et 
produisent un virus du type LM7 peuvent 3. leur tour etre 
utilisees pour infecter de nouvelles cellules par 

35 coculture comme deer it precedemment, et ainsi maintenir la 
souche virale en culture. 
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Les milieux de culture sont tou jours changes au 
mo ins deux fois par semaine et tou jours le lendemain d'un 
nouveau passage, c f est-S-dire a chague nouvel 
ensemencement d'un flacon avec des cellules dissociees en 
5 suspension . 

Prealablement a la coculture, les cellules 
hebergeant une souche virale peuvent eventuellement &tre 
irradiees de mani£re a Sviter leur proliferation 
ult^rieure au sein d'une culture nouvellement infectSe. 

10 L 1 irradiation peut par exemple Stre realis€e avec une dose 
tot ale de 6.000 rad de rayons X* 

Le suivi de la transmission d'un virus de type LM7 
et du maintien de son expression dans les cellules 
obtenues apres coculture avec des cellules produisant un 

15 tel virus, est realise par dosage de 1' activity 
transcriptase inverse dans le surnageant des cultures , 
qui est reguli&rement preleve pour renouveler le milieu. 

Le dosage de 1* activity de cette enzyme 
caractSristique des retrovirus se fait dans des conditions 

20 d£terminees pour la souche LM7. Dans le cas du virus LM7, 
les conditions de reaction sont tel les que decrites par H. 
Perron et al. (Res. Virol. 1989 ; 840, 551-561). 

Les surnageants de culture, d'un volume minimal de 
15 ml, sont collectes deux fois par semaine, 

25 prScentrifugSs Si 10.000 tpm pendant 30 minutes pour 
Sliminer les debris cellulaires, et ensuite 
ultracentrifuges a 35.000 tpm pendant 2 heures, pour 
s&dimenter les particules r&trovirales . Les culots sont 
repris (volume final concentr§ environ 1000 fois dans un 

30 tampon Tris/HCl 0,05 M, pH 8 & 9,5) et conserves Si - 80°C 
pour un dosage ulterieur de 1" activity transcriptase 
inverse. 

Exemple 4 : Dosage de l'activite transcriptase 
35 inverse pour le suivi de la production de particules 
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virales do type LM7 dans le surnageant des cellules de 
plexus choroide nouvellement infectees. 

Toutes les etapes sont ef fectufees avec du materiel 
et des solutions steriles, afin d f eviter toute 
5 interference avec des nucleases ou proteases bacter iennes , 
notamment pendant les phases d 1 incubation & 37 °C. 

Les culots contenant les particules virales 

concentrSes sont decongeles et homogSnfeisSs : 20jil sont 

preleves et ajoutes dans un melange r&actionnel 

10 contenant : 5/il Tris 0.5 M-DTT 0,04 M pH 8.2/5/il NaCl 0.1 
M/5)Ltl MgC12 0.3 M/23/aI H 2 0 bidistiliee /10/il NP40 2%/ 2/il 

polyCm-oligodG12-18 (10 U O.D./ml ; Pharmacia) 5/il 3H-,3H- 
Guanosine-Tri-Phosphate (1 mCi/ml ; NEN) . Les tubes en 
verre contenant les melanges sont incubes a 37 °C pendant 

15 75 min. La reaction est arrdtee en ajoutant 75jxl d'une 
solution a +4°C contenant : 12 , 5 % H 2 0 saturee avec du 
phosphate de sodium, 12 , 5 % H 2 0 satur4e avec du 
pyrophosphate de sodium et 20 % d f acide Tri-Chloro- 
Acetique (TCA) . AprSs 30 min. 4 1 heure a 4°C, les tubes 

20 sont remplis avec une solution de 5% TCA, vidfes et rinces 
5 f ois avec la solution Si 5% de TCA , sur une membrane 
d f acetate de cellulose (Sartorius ref. 11106 25 N ; 
diametre de pore : 0,45/i ; diametre de la membrane : 25mm) 
a travers laquelle les Schantillons sont filtrfes dans un 

25 collecteur de fractions 1125 (Millipore ; ref. XX2702550) . 
Avant d'etre enlevees, les membranes sont rincSes encore 
une fois avec 20 ml de TCA 5%. Les membranes sont alors 
placdes dans des fioles que l'on remplit de liguide 
scintillant (Ready-Safe, Beckman) et I'activite est 

3 0 mesur€e dans un compteur beta, en cpm (coups par minute) 
et dpm (des integrations par minute) . 

Chaque echantillon est teste en triple et la 
moyenne des valeurs utilis6e comme resultat. Si la 
difference entre cette moyenne et I'une des mesures excSde 

35 deux fois I'ecart type mesure sur des valeurs de 
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reference , 1 1 echantillon correspondant est tests Sl 
nouveau. 

Ainsi, il a ete possible de r^aliser la cinetique 
de production de virions relarguSs dans le surnageant de 
5 cultures de cellules de plexus chorolde humain 
nouvellement infectees aprds coculture avec des cellules 
leptomeningSes infectSes par le virus LM7 (Figure 1) . 

Pour verifier que l 1 activity transcriptase inverse 
est bien associee & des particules de type retroviral, les 

10 culots de virion concentres par ultracentrifugation de 
surnageant s de culture sur coussin de glycerol sont places 
sur des gradients de saccharose (15 a 50 % poids/poids) et 
ultracentrifugSs a +4°C pendant 16 H & 100-OOOg dans un 
rotor a godets. 10 fractions sont recueillies et 20^1 sont 

15 pr61ev6s dans chaque fraction pour y doser 1* activity 
transcriptase inverse comme decrit ci-dessus. Le pic 
specif ique d'activite est retrouvS dans la fraction de 
dens it e 1,17 g/ml environ (dosage rSf r act ometr ique) , ce 
qui correspond a une dens it e de sedimentation i. 

20 l'equilibre connue pour les particules r&trovirales (1,16 
4 1,18 g/ml)* Un exemple de ce dosage sur gradient est 
pr^sente dans la Figure 2. 

La pr6sente invention concerne egalement toute 
culture ou lignSe cellulaire infectSe par une souche 

25 virale humaine associee a la sclerose en plaques, 
comprenant : 

- soit des cellules souche pr61ev£es sur ou 
appartenant a une culture cellulaire infectfee viable, 
obtenue par un proc6d6 tel que dfecrit prec£demment , 
30 - soit des cellules dSrivSes, obtenues en 

modifiant le genome desdites cellules souche, mais sans 
altSrer leur ph^notype de cellules infectees par un virus 
de la sclerose en plaques. 
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REVINDICATIONS 
1 - Procede d'obtention d'une culture ou lignee 
cellulaire infectSe viable comprenant des cellules 
infectees par au mo ins vine souche virale humaine associee 
5 a la sclerose en plaques (SEP) , caracterise en ce qu'il 
cons is te en la combinaison des Stapes suivantes : 

a) on cultive des cellules humaines infectees par 
unedite souche virale, pour obtenir au mo ins une culture 
de cellules primaires infectees par ladite souche virale, 
10 b) on cultive des cellules humaines non infectees 

et permissives ladite souche virale, pour obtenir au 
mo ins une culture permissive, 

c) on co-cult ive au mo ins un prfilSvement d'une 
culture de cellules primaires infectSes et un preldvement 

15 de la culture permissive, pour obtenir une premiere 
culture d&rivfee infectfee par unedite souche virale, 

d) on cultive en sferie la premiere culture dSrivSe 
infectSe, et S cette fin on repdte au cours du temps 
l'etape consist ant & cocultiver un nouveau prelevement 

20 d'une culture permissive non infectfee et un pr61&vement de 
la premiere culture dSrivSe infectee, ou d'une sous* 
culture de cette dernidre, pour obtenir une nouvelle sous- 
culture de la mSme premiSre culture derivee infectee, 
constituant une culture virale viable* 

25 2 - Proc6d6 selon la revendication 1, caracteris6 

en ce que la culture de cellules primaires infectees est 
obtenue Si partir de cellules humaines infectees par ladite 
souche' virale, choisies dams le groupe comprenant des 
cellules leptomeningees, des cellules de plexus choroides, 

30 des cellules myeloldes sanguines, notamment des 
macrophages et monocytes, et des lymphocytes. 

3 - ProcSdS selon la revendication 1, caract€ris6 
en ce que la culture permissive est obtenue a partir de 
cellules humaines de plexus-chorolde. 

35 4 - Procede selon la revendication 1, caracterisS 

en ce qu'on obtient plusieurs cultures primaires infectees 
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par des souches virales respectivement dif f€rentes, et 
l'&tape (b) est effectu^e par coculture d»un pr^l&vement 
de la culture permissive et de plusieurs pr€lSvements de 
cultures primaires ou de sous-cultures infect£es 
5 respectivement differentes. 

5 - Milieu de culture , au mo ins pour la culture de 
cellules humaines permissives, pratiquee dans un procede 
selon l'une quelconque des revendications 1 §L 4, 
caract€rise en ce qu f il comprend : 

10 - entre 400 et 2250 mg/1 d'acides amines 

- entre 3,5 et 13 0 mg/1 de vitamines 

- entre 9100 et 13 000 mg/1 de sels inorganiques 

- entre 1000 et 6000 mg/1 de glucose 

- eventuellement, au moins un facteur de croissance choisi 
15 parmi ECGF et FGF basique. 

6 - Culture cellulaire infectee par une souche 
virale humaine associee a la sclerose en plaques, 
caracteris6e en ce qu'elle comprend, soit des cellules 
prelevSes sur ou appart enant a une culture ou 1 ignee 

20 cellulaire infectee viable, obtenue par un procede selon 
I'une quelconque des revendications 1 4 4, soit des 
cellues deriv£es, obtenues en modifiant le gSnome desdites 
cellules, mais sans altSrer leur phenotype de cellules 
infectees par un virus associe a la sclerose en plaques. 





FIG2 



